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RESUMO 
A pele é a primeira barreira imunológica contra agentes físicos, químicos ou biológicos 
provenientes do ambiente externo e assim, deve ser reparada rapidamente quando danificada. 
O atraso da cicatrização resulta em aumento do tempo de hospitalização, altos custos aos 
serviços de saúde e baixa qualidade de vida. Tal atraso pode estar relacionado com doenças 
como o Diabetes Mellitus (DM). Embora várias abordagens terapêuticas tenham sido 
desenvolvidas para a cicatrização de feridas diabéticas nos últimos anos, a úlcera diabética 
continua sendo importante desafio clínico. O ácido graxo ômega-3 (ω-3) eicosapentaenoico 
(EPA, 20:5) prejudica a reorganização de colágeno em feridas de camundongos saudáveis por 
aumentarem IL-10 no tecido cicatricial. Entretanto, não se sabe quais os efeitos desses ácidos 
graxos na cicatrização de feridas em diabéticos, assim o objetivo do presente trabalho é 
investigar os efeitos da administração oral com óleo rico EPA no processo de cicatrização em 
camundongos diabéticos. Para tanto, camundongos C57Black/6 machos foram divididos em 
três grupos: (C) Controle que receberam água como placebo; (D) diabéticos com diabetes 
induzido por estreptozotocina e foram suplementados com água; (ED) animais diabéticos que 
receberam suplementação oral de óleo rico em EPA. Foram avaliados o fechamento 
macroscópico da ferida, características histológicas do tecido cicatricial, resistência à tração da 
ferida; imunofenotipagem celular por citometria de fluxo, quantificação de citocinas por 
ELISA, expressão gênica de colágenos por PCR quantitativo. Na fase inflamatória (1 e 3 dias), 
os animais diabéticos apresentam redução de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-6) o que 
pode estar relacionado com a redução do tecido de granulação nesses animais. Já na fase 
proliferativa (7 e 10 dias) ocorreu o aumento de citocinas (IL-1β, IL-6) e a quimiocina CXCL1, 
com consequente aumento do infiltrado inflamatório e edema no tecido de granulação. A 
suplementação com óleo rico em EPA nos camundongos diabéticos aumentou a concentração 
da citocina anti-inflamatória IL-10, na fase inflamatória, o que pode estar relacionado com a 
redução da migração de neutrófilos ao tecido cicatricial. Na fase proliferativa o óleo rico em 
EPA também apresentou efeitos anti-inflamatórios como o aumento de IL-10 e da razão 
neutrófilos/macrófagos o que indica uma redução da fagocitose de neutrófilos apoptóticos. Foi 
observado também redução da expressão gênica de colágeno 1A1 e consequentemente o 
aumento da fragilidade do tecido cicatricial. Alterações celulares e moleculares durante a 
cicatrização de feridas em camundongos diabéticos suplementados com óleo rico em EPA, 
geraram um tecido muito menos resistente e mais fácil de ser novamente rompido. 
Palavras chaves: Reparo tecidual, diabetes, ômega-3, colágeno 
 
                         
ABSTRACT 
The skin is the first immune barrier against physical, chemical or biological agents from 
the external environment and thus must be repaired quickly when damaged. Delayed wound 
healing results in longer hospital stays, high costs to health services and poor quality of life. 
Such delay may be related to diseases such as diabetes mellitus (DM). Although several 
therapeutic approaches have been developed for the wound healing of diabetic patients in recent 
years, diabetic ulcer remains a major clinical challenge. Omega-3 (ω-3) eicosapentaenoic fatty 
acid (EPA, 20:5) impairs collagen reorganization in healthy mouse wounds by increasing IL-
10 in scar tissue. However, the effects of these fatty acids on wound healing in diabetic patients 
are unknown, so the aim of present study is investigating the effects of oral administration with 
EPA rich oil on the wound healing in diabetic mice. C57Black/6 male mice were divided into 
three groups: (C) Control that received water as placebo; (D) diabetics with streptozotocin-
induced diabetes and were supplemented with water; (ED) diabetic animals that received oral 
supplementation of EPA-rich oil. We evaluated macroscopic wound closure, histological 
characteristics of scar tissue, wound tensile strength; cell immunophenotyping by flow 
cytometry, cytokine quantification by ELISA, collagen gene expression by quantitative PCR. 
In the inflammatory phase (1 and 3 days), diabetic animals reduced the proinflammatory 
cytokines (TNF-α and IL-6) which may be related to the reduction of granulation tissue in these 
animals. In the proliferative phase (7 and 10 days) there was an increase of cytokines (IL-1β, 
IL-6) and chemokine CXCL1, with consequent increase of inflammatory infiltrate and edema 
in granulation tissue. EPA-rich oil supplementation in diabetic mice increased the concentration 
of anti-inflammatory cytokine IL-10 in the inflammatory phase, which may be related to 
reduced neutrophil migration to scar tissue. In the proliferative phase, EPA-rich oil also had 
anti-inflammatory effects such as increased IL-10 and neutrophil/macrophage ratio indicating 
a reduction in apoptotic neutrophil phagocytosis. Reduction of 1A1 collagen gene expression 
was also observed, and consequently increased fragility of scar tissue. Cellular and molecular 
changes during wound healing in diabetic mice supplemented with EPA-rich oil produced a 
less resistant tissue and easier to be broken again. 
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A pele é a primeira barreira imunológica contra agentes físicos, químicos ou biológicos 
provenientes do ambiente externo e assim, deve ser reparada rapidamente quando danificada 
1,2. O processo de cicatrização de feridas é essencial para a sobrevivência dos organismos, 
evitando infecções, amputação e morte, sendo um processo evolutivamente conservado 3,4.  
Epiderme, derme e apêndices cutâneos são os constituintes da pele (Figura 1). A 
epiderme contém 95% de queratinócitos, sendo que o nível de maturação destas células define 
o estrato basal, o estrato granuloso e o estrato córneo 5–7. 
 
Figura 1. Estrutura da pele sem lesão de um camundongo. Epiderme composta de 
três camadas com cerca de 25 µm de espessura, derme com folículos pilosos (FP) e glândulas 
(GL). Presença na camada muscular cutânea, o panículo carnoso. Foto tirada com a objetiva de 
10 x (escala de 100 µm). 
 
O estrato córneo é o mais externo e consiste em queratinócitos mortos (corneócitos) e 
lipídios intercelulares (ceramidas, colesterol e ácidos graxos livres), sendo essencial para 
bloquear a entrada ou saída de água e substâncias solúveis em água 2. Os apêndices cutâneos 
protegem o organismo de danos mecânicos, luz ultravioleta, mudanças de temperatura e 
ressecamento 2. 
A derme é composta de  fibroblastos, células estruturais dos vasos sanguíneos, linfáticos 
e a matriz extracelular (MEC), uma combinação dinâmica e organizada de proteínas (colágeno, 
elastina, fibronectina, glicoproteínas)8. Além disso, muitas populações de células imunológicas 
mieloides (neutrófilos, macrófagos, mastócitos e células dendríticas) e linfoides (linfócitos e 
células linfoides inatas)  residem ou trafegam através da derme 7 o que a tornam o principal 
campo de batalha imunológica da pele. 
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O rompimento da integridade da pele dá início ao processo de cicatrização composto de 
três fases sobrepostas e concomitantes: fase inflamatória, fase proliferativa e fase de 
remodelamento 8,9 (Figura 2). Este processo é orquestrado por diferentes tipos celulares como 
plaquetas, neutrófilos, macrófagos, células endoteliais, fibroblastos; mediadores lipídicos 
(prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas) e mediadores proteicos (citocinas, 
fatores de crescimento e fatores de coagulação) 10.  
 
Figura 2. Processo de cicatrização de feridas. Didaticamente dividido em três fases. 
(A) A fase inflamatória inclui a coagulação e a ativação de células inflamatórias. (B) A fase 
proliferativa envolve a angiogênese e a proliferação de fibroblastos e sua diferenciação em 
miofibroblastos. (C) Já fase de remodelamento inclui a restauração da barreira epitelial e a 
reorganização das fibras de colágeno. (D) Legenda das células. VS = Vaso sanguíneo; EROS = 
espécies reativas de oxigênio; IL-1β = interleucina 1β; TNF-α = fator de necrose tumoral α; IL-
6 = interleucina 6; IL-10 = interleucina 10; CXCL1 = citocina quimioatraente de queratinócitos; 
CXCL2 = quimiocina ligante-2; VEGF = fator de crescimento vascular endotelial; TGF-β = 
fator de crescimento transformante β; FGF = fator de crescimento de fibroblsatos; MMP= 
metaloproteinase de matriz; TIMP= inibidor tecidual de metaloproteinases. Adaptado de: Silva 




Logo após o rompimento da pele, a coagulação previne a perda de sangue, a entrada de 
patógenos e permite o recrutamento de células imunes. O coágulo consiste em uma rede de 
plaquetas  e fibrina derivadas da clivagem do fibrinogênio pela trombina 8,11. As plaquetas são 
fonte de fatores de crescimento como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), 
fator de crescimento transformante β (TGF-β) e fator de crescimento epidermal (EGF) que 
iniciam o recrutamento de células inflamatórias ao sítio da lesão 12. 
A migração de neutrófilos caracteriza a fase inflamatória inicial, onde essas células 
fagocitam microrganismos e debris celulares; produzem mediadores antimicrobianos 
(defensinas, catelicidinas, elastase, mieloperoxidase, lactoferrinas), espécies reativas de 
oxigênio (EROs) e proteases que eliminam microrganismos invasores 13.   
Os neutrófilos secretam também interleucina 1β (IL-1β), fator de necrose tumoral α 
(TNF-α) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que induzem a expressão de 
moléculas de adesão nas células endoteliais (tais como, ICAM,VCAM, PECAM), o que permite 
a interação com selectinas e integrinas de monócitos, induzindo o rolamento, atração e 
transmigração de monócitos ao local da lesão, que posteriormente irão se diferenciar em 
macrófagos 9. 
Após 3 dias da lesão, predominam os macrófagos que fagocitam microrganismos, 
removem células apoptóticas e suportam a síntese de MEC através da produção de IL-1β, 
interleucina 6 (IL-6), TNF-α, VEGF, PDGF e EGF, caracterizando assim a fase inflamatória 
tardia (LANDÉN; LI; STÅHLE, 2016; REINKE; SORG, 2012). Tais células apresentam amplo 
espectro de ativação de classicamente à alternativamente ativados 16,17 (Figura 2).  
A fase proliferativa (cerca de 3 a 14 dias após a indução da ferida) é caracterizada pela 
restauração da rede vascular (angiogênese) e formação do tecido de granulação 9,15. O tecido de 
granulação é composto de principalmente por fibroblastos, macrófagos e vasos sanguíneos em 
uma complexa rede de colágeno que fo rma a base para adesão e migração celular, crescimento 
e diferenciação, dando suporte físico e nutricional ao reparo tecidual 3,9. Além de produzirem 
colágeno e substâncias da MEC, os fibroblastos são fontes de TNF-α, fator de crescimento de 
fibroblasto (FGF),  VEGF e EGF 9,15 (Figura 2). 
Na fase de remodelamento ocorre a intensa produção e degradação de colágeno pelo 
balanço entre as metaloproteinases de matriz (MMPs) e os inibidores teciduais de 
metaloproteinases (TIMPs). O colágeno é uma proteína fibrosa, inelástica e flexível que 
corresponde à aproximadamente 70% do peso seco da derme18. É caracterizado por uma cadeia 
de aminoácidos em tripla-hélice, Gly-X-Y, na qual Gly corresponde à glicina e as posições X e 
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Y são outros aminoácidos, sendo os mais comuns a prolina e hidroxiprolina, respectivamente 
19 (Figura 3A). 
 
Figura 3. Estrutura do colágeno e processo de remodelamento das fibras de 
colágeno. (A) Rede de colágeno e elastina da pele, fibras de colágeno (5-10 µm), fibrila de 
colágeno (50-100 nm) e aminoácidos formando a tripla hélice de colágeno. Adaptado de: 
YANG et al (2015) 20. (B) Processo de reorganização do colágeno durante a cicatrização em 
camundongos, após secção longitudinal da ferida, evidenciando fibras finas e paralelas (a), 
espessas e paralelas (b) e espessas e reticulares (c). 
 
Há diversos tipos de colágeno distinguíveis entre si pela composição molecular, 
características morfológicas, distribuição e funções 19. O colágeno tipo I é o principal tipo 
encontrado na pele sadia responsável pela resistência do tecido às forças de tensão, enquanto o 
colágeno tipo III é inicialmente produzido no tecido de granulação e está relacionado à 
plasticidade do tecido nas fases iniciais da cicatrização 18. Tal colágeno não é visível na 
coloração de hematoxilina/eosina devido ao seu diâmetro reduzido e sua disposição frouxa. 
Durante a fase de remodelamento ocorre a substituição do colágeno tipo III para o 
colágeno do tipo I de modo a restaurar a orientação reticular de fibras de colágeno espessas e 
19 
 
consequentemente a função da pele de resistir a forças mecânicas 9,15 (Figura 3B). 
Posteriormente, os miofibroblastos causam a contração da ferida 15 (Figura 2). 
Embora essencial, o processo de cicatrização pode ser atrasado em algumas condições 
patológicas gerando uma ferida crônica, ou seja, que não evolui para a restauração anatômica e 
funcional do tecido no prazo esperado e, apresentam agravos como processos infecciosos1. 
Feridas crônicas representam uma epidemia silenciosa que afeta de 1 a 2% da população 
de países em desenvolvimento21. Dentre as pessoas susceptíveis encontram-se os indivíduos 
com diabetes descompensado, cuja prevalência tem aumentado a cada ano. Assim, o diabetes, 
e suas consequências, tornou-se um problema de saúde pública mundial que gera altos custos 
aos serviços de saúde 22. 
O Diabetes Mellitus (DM) é caracterizado pela hiperglicemia resultante de defeitos na 
secreção ou ação da insulina 22,23. O chamado “pé diabético” é uma das principais 
consequências do diabetes 24. O risco de desenvolver úlcera no pé ao longo da vida em pacientes 
com diabetes é de 25% devido à polineuropatias sensitivo-motoras, neuropatia autonômica e 
doença arterial periférica 24–26. 
Em 2005, a Federação Internacional do Diabetes estimou que a cada 30 segundos um 
membro inferior é amputado em consequência da doença 27. No Brasil, pesquisas indicam que 
5% dos usuários de serviços de saúde (público ou privado) e com diagnóstico de DM a menos 
de 10 anos já apresentam feridas nos pés, e a taxa de amputações gira em torno de 0,7 a 2,4 % 
desses indivíduos, um percentual bastante relevante considerando a irreversibilidade do 
processo e as consequências mentais, sociais e econômicas para o indivíduo e seus familiares 
28. 
Sabe-se que os indivíduos com diabetes têm alterações em todas as fases da cicatrização, 
apresentando dificuldade de coagulação, resposta inflamatória tardia de modo que nas primeiras 
horas ou dias o recrutamento de células inflamatórias é atrasado se comparada às feridas 
normais devido à menor expressão de quimiocinas. Já na fase proliferativa do processo ocorre 
aumento de mediadores inflamatórios 29. Ou seja, a produção de citocinas é desbalanceada 
(Figura 4). 
Da mesma forma, o equilíbrio entre a formação e degradação da MEC está prejudicada 
em feridas de indivíduos diabéticos. As razões para isso são: fatores de crescimento como 
VEGF, TGF-β, FGF e citocinas como TNF-α, IL-6, os quais controlam este processo, tem 
concentrações menores em feridas  de diabéticas; ao mesmo tempo, há aumento nas 
concentrações MMPs; somado a isso ocorre disfunção da migração e proliferação de 
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fibroblastos e queratinócitos. Todos esses fatores pioram o acúmulo de colágeno na ferida 30, 
prejudicando a angiogênese e a formação do tecido de granulação (Figura 4).  
 
Figura 4. Fatores relacionados com a piora da cicatrização de feridas diabéticas. 
A hiperglicemia e a geração de produtos de glicosilação avançada aumentam a susceptibilidade 
dos indivíduos a feridas (devido neuropatias, por exemplo). Além disso, o diabetes leva a 
diversos prejuízos em todas as fases do processo de cicatrização, levando ao desbalanço na 
produção de citocinas e fatores de crescimento, piora da angiogênese; apresenta um descontrole 
da produção de MMPs, disfunção da proliferação e migração de fibroblastos e queratinócitos. 
Adaptado de: Patel et al (2019) 30. 
 
O tratamento das feridas de indivíduos diabéticos deve ser multidisciplinar incluindo o 
uso de antimicrobianos, barreiras protetoras, fatores de crescimento tópico e até mesmo uso de 
enxertos de pele 31. A nutrição é um denominador comum a todos os pacientes com feridas e 
muitos componentes nutricionais apresentam diferentes funções no processo de reparo tecidual.  
Assim, além de tratamentos tópicos, tem crescido as investigações do efeito de 
nutrientes imunoreguladores no reparo tecidual, capazes de reduzir os riscos de complicações, 
assim como os custos clínicos associados aos cuidados 32. Os ácidos graxos poli-insaturados 




As duas principais famílias de AGPIs são os ômega-6 (ω-6) e ômega-3 (ω-3). A via de 
metabolização do ácido graxo ω-6, linoleico (LA, 18:2) e do ω-3, α-linolênico (ALA, 18:3) 
compartilham das mesmas enzimas (Figura 5), sendo que os ácidos graxos ω-3 têm maior 
afinidade à ação das enzimas. Entretanto, na dieta ocidental, a razão da ingestão de ω-6/ω-3 
chega a ser de 10:1 a 25:1, enquanto o ideal é 5:1 a 10:1 33. Dessa forma, ocorre maior 
metabolização do ácido graxo ω-6 linoleico. Tem sido postulado que isso pode explicar, 
parcialmente, o porquê do aumento da incidência de doenças inflamatórias, doença coronariana, 
doenças metabólicas e cânceres, no mundo ocidental 34. Já que os metabólitos dos ácidos graxos 
ω-6 são potencialmente pró-inflamatórios. 
 
Figura 5. Vias de dessaturação e elongação dos ácidos graxos ômega-3 e ômega-6. 
A metabolização dos ácidos graxos ômega-3 e ômega-6 compartilham as enzimas delta-6 
dessaturase, elongase, delta-5 dessaturase e então sofrem a β-oxidação. 
 
A redução da razão ω-6/ω-3 é relacionado com a redução do risco às doenças 
cardiovasculares, câncer, Alzheimer e efeito protetor à artrite reumatoide, asma, doença de 
Crohn e psoríase devido aos seus efeitos anti-inflamatórios 34–36. 
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As fontes de ω-3, frequentemente, contêm misturas de dois ácidos graxos: o 
docosahexaenoico (DHA; 22:6) e o eicosapentaenóico (EPA, 20:5). Ambos apresentam efeitos 
diferentes em várias funções de leucócitos, células secretoras de insulina e células endoteliais 
porque agem diferentemente nas propriedades físico-químicas das membranas, nas vias de 
sinalização intracelular e na expressão gênica 37,38. Assim, a comunidade científica tem 
procurado desvendar os mecanismos envolvidos nas respostas celulares induzidas por estes dois 
ácidos graxos separadamente. 
Por serem componentes da bicamada de fosfolipídios das membranas celulares, os 
ácidos graxos afetam a fluidez da membrana e mediam a ação de enzimas e receptores, ou seja, 
a sinalização celular. Com isso, afetam a produção de mediadores lipídicos, EROs e produção 
de citocinas e consequentemente, regulam vias metabólicas e a resposta inflamatória  39.  Sendo 
assim, os ácidos graxos podem alterar o processo de cicatrização de feridas. Entretanto os 
efeitos da ingestão de ácidos graxos ω-3 na cicatrização de feridas, ainda não foram 
esclarecidos. 
Em humanos saudáveis, a administração de fórmulas enterais enriquecidas com arginina 
e ácidos graxos ω-3 reduziu o número de pacientes que apresentaram complicações na 
cicatrização após serem submetidos à cirurgia gástrica 40. Entretanto, McDaniel et al (2008) 
descreveram aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias e atraso na cicatrização em 
indivíduos saudáveis após a suplementação diária com EPA (1.6 g) e DHA (1.1 g) durante 4 
semanas 41. 
Em estudo realizado, previamente, por nosso grupo, a suplementação oral com óleo rico 
em EPA apresentou efeitos negativos no processo de reparo tecidual em camundongos 
saudáveis por apresentar efeito anti-inflamatório nos estágios iniciais do processo de reparo 
tecidual. Além disso houve prejuízo à qualidade do tecido gerado pelo processo de cicatrização 
42. Entretanto, os efeitos da suplementação na presença do diabetes, doença caracterizada por 
uma piora do reparo tecidual, são escassos. 
Visto a importância da otimização da cicatrização, na presença do diabetes, estudos 










O ácido graxo EPA prejudica o reparo tecidual em camundongos diabéticos devido ao 



































3.1. Objetivo geral 
Avaliar os efeitos da suplementação com óleo rico em EPA sobre o processo de 
cicatrização de camundongos diabéticos.  
 
3.2. Objetivos específicos 
- Avaliar os parâmetros bioquímicos e nutricionais dos camundongos; 
- Avaliar a composição de ácidos graxos ômega-6 e ômega-3 no suplemento dado aos 
animais e na pele; 
- Analisar macroscopicamente o fechamento da ferida; 
- Analisar as características histológicas gerais do tecido cicatricial e aspectos da 
organização do colágeno; 
- Analisar a resistência à tração mecânica e elasticidade do tecido cicatricial; 
- Analisar as alterações na imunofenotipagem celular; 
- Quantificar as concentrações de citocinas e fatores de crescimento na pele; 



























4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. Reagentes 
O óleo rico em EPA foi fornecido pela empresa Naturalis® (São Paulo, São Paulo, 
Brasil). A estreptozotocina (STZ), a Parafina (Paraplast), o meio de cultura RPMI 1640, o Soro 
Bovino Fetal (SBF) e o Lipopolissacarídeo da E. Coli (LPS) foram adquiridas da Sigma 
Aldrich® (San Luis, Missouri, EUA). O coquetel de inibidor de protease foi adquirido da Roche 
Diagnostics® (Mannheim, Germany). Os kitsDuoSet para determinação das citocinas foram 
adquiridos da R&D Systems® (Mineápolis, Minnesota, EUA). Os anticorpos para a citometria 
de fluxo foram adquiridos da BioLegend® (San Diego, Califórnia, EUA). 
Para o PCR quantitativo em tempo real, o RNAlater da Qiagen® (Hilden, Alemanha), o 
reagente de lise QIAzol, o Kit RNAeasy e o Kit PCR QuantiNova SYBR® Green foram obtidos 
da Qiagen® (Hilden, Alemanha). Para a síntese de cDNA, utilizamos o Kit de transcrição 




O projeto foi aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (n° 3839-1/2015 e 4975-1/2018) (Anexo A 
e B). Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 provenientes do Centro 
Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da UNICAMP. Os animais foram 
mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, em temperatura aproximada de 23 2ºC e foram 
separados em três grupos: (C) animais suplementados com água como placebo; (D) animais 
com diabetes induzida por estreptozotocina e suplementados com água; (ED) animais 
diabéticos que receberam suplementação com 2g/Kg de óleo rico em EPA, durante 4 semanas.  
 
4.2.2. Indução do diabetes 
Após jejum de 4 horas, o diabetes foi induzido nos camundongos, com 8 semanas de 
idade, através da administração intraperitoneal de 5 doses (45 mg/kg) diárias e consecutivas de 
estreptozotocina (STZ, Sigma Aldrich®, San Luis, Missouri, EUA) diluída em tampão citrato 
de sódio (pH 4.2) 43,44. Os animais controles receberam injeções diárias de tampão citrato de 
sódio (Figura 6). Os animais foram considerados diabéticos com níveis glicêmicos acima de 





Figura 6. Desenho experimental. Indução do DM através de 5 doses diárias e 
consecutivas de estreptozotocina. Após 10 dias do término da indução, o diabetes foi 
confirmado pela aferição da glicemia, através da punção da veia caudal. Animais com glicemia 
≥240 mg/dL, foram considerados diabéticos. Em seguida foi iniciada a suplementação com óleo 
rico em EPA. Após 4 semanas de suplementação a ferida foi induzida no dorso dos animais e 
foram feitas coletas em diferentes tempos (0h, 1d, 3d, 7d, 10d) para análises. 
 
4.2.3. Administração de óleo rico em EPA 
Durante 4 semanas os animais receberam, diariamente, suplementação oral com óleo 
rico em EPA (2g/Kg de peso corporal, 50 µL de óleo) no mesmo horário (Figura 6) por 
pseudogavagem utilizando pipeta monocanal mecânica (10-100 µL, Eppendorf®). Após a 
realização das feridas, a suplementação passou a acontecer 3x/semana, no intuito de reduzir o 
estresse do animal. 
Considerando que o conteúdo calórico de ácidos graxos é pequeno (1,98 Kcal/dia), foi 
utilizado água como controle48. Esta dose foi estipulada por estudo prévio realizado pelo grupo, 
no qual fizemos uma curva dose-resposta com três doses de EPA (0,5; 1 e 2g/Kg). Estes valores 
foram obtidos considerando literatura prévia 49. 
As análises da composição do óleo rico em EPA foram realizadas através de 
cromatografia acoplada à espectrometria de massa. Os resultados mostram que o óleo utilizado 
contém 71.35% de EPA, 19.65% de DHA, 0.22% de ácido linoleico, dentre outros. Os ácidos 









Tabela 1. Composição em ácidos graxos do óleo de peixe rico em EPA apresentados 
porcentagem de ácido graxos. 
Ácidos graxos Média±DP (%) 
Ácido palmítico (14:00) 0,13±0,02 
Ácido esteárico (18:00) 0,70±0,02 
Ácido elaídico (18:1 trans ω-9) 1,07±0,01 
Ácido linoleico (18:2 ω-6) 0,22±0,02 
Ácido γ linolênico (18:3 ω-6) 0,24±0,02 
Ácido α-linolênico (18:3 ω-3) 0,39±0,04 
Ácido gondoico (20:1 ω-9) 0,69±0,14 
Ácido Dihomo-γ-linolênico (20:3 ω-6) 0,22±0,06 
Ácido araquidônico (20:4 ω-6) 5,34±0,20 
Ácido eicosapentaenoico (20:5 ω-3) 71,35±0,53 
Ácido docosahexaenoico (22:6 ω-3) 19,65±0,2 





Valores apresentados como média ± desvio padrão da média (DP) de três amostras do 
óleo rico em EPA analisadas por Cromatografia Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massa 
(CG-MS).  
 
4.2.4. Determinação de parâmetros bioquímicos e nutricionais 
A glicemia inicial foi aferida 10 dias após o início da indução do diabetes (no mesmo 
dia do início da suplementação), no dia da realização da ferida, nos dias das fotos (1, 3, 7, 10 e 
16 dias após a indução da ferida) e no dia do sacrifício do animal (Figura 6). A partir do 
primeiro dia de suplementação, o consumo de ração e água foi medido 3 vezes na semana e o 
peso corporal foi medido uma vez na semana (Figura 6), sempre no mesmo horário. 
 
4.2.5. Realização da ferida  
Após 4 semanas de administração do óleo rico em EPA, os animais foram anestesiados 
com ketamina (139,2 mg/Kg de peso corporal) e xilazina (18,4 mg/Kg de peso corporal) e uma 
área de aproximadamente 1 cm2 e 5 mm de profundidade da pele, foi removida cirurgicamente, 
da região dorsal (Figura 6). Camundongos de cada grupo foram eutanasiados nos tempos 1, 
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3,10 e 16 dias após a realização das feridas. O tecido coletado no momento da realização da 
ferida é nomeado de pele sem lesão (0 hora). 
 
4.2.6. Análise macroscópica 
Para avaliar o fechamento das feridas, as mesmas foram fotografadas diariamente com 
câmera digital Sony® cyber-shot (DSC-S950S 4X 10MP com zoom ótico) pelo mesmo 
examinador. Após a digitalização, a área da ferida foi medida utilizando o software Image J 
(National Institute of Mental Health -NIH) de maneira cega, ou seja, o avaliador não sabia quem 
eram os grupos. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) da área da ferida original 
(0 hora). 
 
4.2.7. Análises histológicas  
O tecido cicatricial foi coletado, fixado em formaldeído 4% em solução tampão de 
fosfato 0,1M (pH 7,4), durante 24 horas à 8° C e incluídas em Parafina (Paraplast-Sigma®, San 
Luis, Missouri, EUA). Secções de 5 μm foram feitas do centro da ferida, então foram coradas 
com hematoxilina e eosina ou Sirius Red para avaliar os aspectos gerais da ferida e a 
organização das fibras de colágeno, respectivamente. Os materiais foram documentados em 
Microscópio Olympus® (U-LH100HG) com imagens representativas das estruturas histológicas 
registradas no sistema de captura e análise de imagens digitais (Câmera: Olympus® / U-
TVO.63XC / T2).  
 
4.2.8. Ensaio de tração da ferida 
Para realização dos ensaios mecânicos e obtenção dos comportamentos de tração 
uniaxial de corpos-de-prova (CP) produzidos a partir da região que constitui o local da ferida e 
as bordas adjacentes à ferida, utilizou-se uma máquina universal eletromecânica com controle 
computadorizado marca Equilam(R), modelo WDW 100E. Para o ensaio de tração uniaxial as 
amostras (corpos-de-prova, CP) foram coletadas dos camundongos 10 dias após a lesão tecidual 
e seccionadas no sentido longitudinal. Foram consideradas bordas e feridas dos animais de 
interesse de estudo com comprimento de 20(±1) mm x 5 (±0,5) mm (largura). Para todas 
amostras examinadas foi considerada uma espessura média de 0,5 (±0,02) mm. A máquina 
possui um sistema de medição da carga (força aplicada nos CPs) que tem um conversor 
integrado digital-analógico. Depois de aplicada a força, a célula de carga gera uma saída de 
sinal pequeno proporcional à carga de teste. Na Figura 7 tem-se uma representação 
esquemática dos CPs elaborados sob consulta de norma nacional e internacional ABNT/ASTM 
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E8M/2004. A velocidade da trave de deslocamento da máquina mencionada foi na ordem de 1 
mm/minuto. Uma taxa de deformação aproximada de 2,5 x 10-4 s-1 sob temperatura ambiente 
27 oC (±2) foi utilizada para todos os ensaios realizados. Esses ensaios foram realizados 
minimamente em duplicata para a reprodutibilidade das observações pretendidas. Foram 
avaliados os parâmetros mecânicos como limite de resistência à tração (LRT), em Mega Pascal 
(MPa), e o alongamento específico (em porcentagem, %). 
 
Figura 7. Detalhamento das dimensões para o ensaio de tração e da máquina de 
tração. (A) Para o ensaio de tração foi coletada a ferida e as bordas de cada animal (totalizando 
2 cm2) e as amostras foram seccionadas no sentido longitudinal (crânio-caudal). Foram 
analisadas separadamente 2 bordas de 2 cm x 0,5 cm x 0,5 mm (altura, largura e espessura) e a 
região da ferida de 2 cm x 1 cm x 0,5 mm. (B) Máquina de tração com amostra de pele durante 
o ensaio, ao lado um paquímetro (escala de 5 cm). 
 
4.2.9. Cromatografia gasosa do óleo e da pele 
O protocolo de análise da composição de ácidos graxos das cáspulas de óleo rico em 
EPA foi adaptado da metodologia descrita em Shirai et al (2005)50. Brevemente, 500 µL de 
amostra foi diluída em 1500 µL de isoctano, então 150 µL da amostra diluída foi adicionada 
em tudo de ensaio de vidro com rosca e foi adicionado 1 mL de hidróxido de sódio (NaOH) 
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metanólico. A amostra foi aquecida por 10 minutos e resfriada em água fria. Foi adicionado 2 
mL de reagente de esterificação trifluoreto de boro (BF3) e vortexadas. Em seguida, elas foram 
aquecidas por 5 minutos e resfriadas. Foi adicionado 2 mL de isoctano, vortexou-se e foi 
adicionado 5 mL de solução saturada de cloreto de sódio (NaCl). As fases separaram-se e então 
o sobrenadante foi aspirado com pipeta pasteur de vidro. A amostra foi diluída com isoctano 
(1:2) para a leitura no usando o cromatógrafo a gás acoplado ao espectrômetro de massa GCMS-
QP2010 Ultra (Shimadzu®, Quioto, Japão). 
Para a análise dos ácidos graxos da pele, lipídios totais foram extraídos pela adição de 
5 mL de clorofórmio: metanol (2:1) contendo BHT. A mistura foi agitada através de um vortex 
a cada 10 minutos durante 30 minutos, para assegurar a extração completa de lipídios. 
Adicionou-se então, 1 mL de 1M NaCl e as amostras foram vortexadas e centrifugadas a 2.000 
rpm durante 10 min. A fase inferior contendo os lipídios totais, foi coletada e seca no nitrogênio 
a 40° C. Os ácidos graxos foram metilados e analisados de acordo com o protocolo descrito por 
Fisk et al (2014) 51. Os ácidos graxos foram analisados no cromatógrafo Hewlett-Packard 6890 
(Hewlett-Packard®, Califórnia, EUA). 
O total de ômega-6 foi calculado pela soma da porcentagem de ácido graxo linoleico 
(18:2); γ-linolênico (18:3); eicosadienóico (20:2); di-homo-gamma-linolênico (20:3); 
araquidônico (20:4) e de ômega-3 dos ácidos graxos α-linolênico (18:3); eicosatetraenóico 
(20:4); eicosapentaenoico (20:5); docosapentaenóico (22:5) e docosahexaenóico (22:6). 
Razão de ômega-6 e ômega-3 (ω-6/ω-3) foi obtida pela soma dos cinco ácidos graxos 
ômega-6 de cada grupo e a soma das 5 frações de ômega-3 de cada grupo, então o total de 
ômega 6 foi dividido pelo total de ômega-3 de cada grupo separadamente. 
O índice de atividade das enzimas delta-6 e delta-5 dessaturases foi calculado de acordo 
com a literatura 52. Brevemente, a atividade foi calculada pela razão entre os ácidos graxos 
ômega-3 EPA (20:5) e ALA (18:3) e multiplicado por 100. 
 
4.2.10. Homogeneização dos tecidos cicatriciais para determinação de citocinas 
Os tecidos retirados no momento da indução da ferida (0 h) e após 1, 3, 7 e 10 dias da 
lesão, foram imediatamente acondicionados em nitrogênio líquido e mantidos no freezer (- 80° 
C) até serem homogeneizados. Cerca de 100 mg de tecido foi homogeneizado com PBS (pH 
7.4) e coquetel de inibidor de protease Roche Diagnostics® (Mannheim, Alemanha), utilizando 
Polytron PT 1200 Kinematica® (Lucerne, Suíça). As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm 
por 15 min, à 4° C 48.  As análises de citocinas no homogenato das feridas foram avaliadas 
através da técnica de ELISA, utilizando-se o Kit Duo Set R&D System® (Mineápolis, 
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Minnesota, EUA). Foram avaliadas as seguintes citocinas e fatores de crescimento: IL-1β, TNF-
α, IL-6, IL-10, CXCL-1, CXCL-2, VEGF, MMP9 e TIMP-1.  
As concentrações de citocinas foram normalizadas pela quantidade de proteína em cada 
amostra determinada pelo método de Bradford et al (1976) 53. 
 
4.2.11. Imunofenotipagem celular por citometria de fluxo 
Os tecidos retirados nos períodos de 0 hr, 1, 3 e 7 dias após a indução das feridas foram 
imediatamente rompidos com o uso do equipamento BD™ Medimachine System da BD 
Bioscience® (San Jose, Califórnia, EUA) e solução de digestão enzimática (40 U/mL de 
colagenase IV e 40 µg/mL de DNAse, ambos da Sigma®). A suspensão de células resultante 
(1 x 106 células) foi lavada duas vezes com PBS e ressuspensa em 100 μL deste tampão. 
Anticorpos específicos conjugados a FITC (CD45), APC-Cy7 (F4/80), PE (CD11c, Ly6G), 
APC (F4/80 e CD206) foram adicionados a suspensão de células e incubados a temperatura 
ambiente por 15 minutos e protegidas da luz. Para avaliar a viabilidade celular, as células foram 
ressuspendidas com solução de iodeto de propídio (PI), na concentração de 0,1 µg/µL. As 
análises foram realizadas no citômetro de fluxo BD-FACS Accuri® (Franklin Lakes, Nova 
Jersey, EUA), determinando-se a fluorescência através dos filtros específicos para cada 
fluorocromo. Vinte a cinquenta mil eventos foram adquiridos por amostra em histogramas. Os 
histogramas foram analisados através do BD-FACS Accuri software. A estratégia de Gates é 




 Figura 8. Estratégia de gates. (A) Um gate inicial (Gate 1) foi determinado excluindo-
se possíveis debris. Tubos com marcações individuais (CD45-FITC; Ly6G-PE; F8/APC ou 
APCCy7; CD11c-PE e CD206-APC) foram utilizados para a compensação. O Dot Plot para 
neutrófilos foi definido por CD45+Ly6G+, no gate positivo para CD45. Para macrófagos foi 
definido CD45+F4/80+ no gate positivo para CD45. Os macrófagos foram caracterizados em 
CD11c+ no gate positivo para CD45 e F480 (CD45+F4/80+CD11c+) ou CD206+ no gate positivo 
para CD45 e F480 (CD45+F4/80+CD206+).  
 
Na Figura 9A são apresentados os histogramas com as marcações dos anticorpos 
utilizados, enquanto na Figura 9B observamos que os diferentes grupos não alteraram a 




Figura 9. Marcação dos anticorpos e viabilidade celular. (A) Linha preta: célula não 
marcada; Linha vermelha: célula marcada. (B) Morte celular foi avaliada pela marcação com 
iodeto de propídio (PI). 
 
4.2.12. Ensaio de cultura de macrófagos 
Macrófagos elicitados após 72 horas da inoculação de solução estéril de tioglicolato 
(4%) foram coletados após o sacrifício dos animais controle, diabéticos e diabéticos 
suplementados com óleo rico em EPA. A cavidade peritoneal dos animais foi lavada com 5 mL 
de meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células obtidas foram 
transferidas para tubos cônicos, centrifugadas (1200 rpm, 10 min., 4° C) e ressuspensas em 5 
mL de solução hipotônica de cloreto de amônio para lise de hemácias (pH 7.4) (Figura 10).  
Posteriormente, as células foram centrifugadas, ressuspensas em 5 mL de PBS e 
novamente centrifugadas. Então, as células foram centrifugadas, ressuspensas em 1 mL de meio 
RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal e contadas em câmera de Neubauer 
utilizando o azul de tripan (0,2%) como diluente (Figura 10).  
Os macrófagos obtidos da cavidade peritoneal foram incubados por 1 hora. Em seguida, 
o meio foi trocado e as células que não aderiram a placa foram descartadas. Esse procedimento 
foi utilizado uma vez que aumenta a porcentagem de macrófagos na preparação. As células 
foram, então, estimuladas com LPS (1 μg/mL) e mantidas em estufa por 24 horas, com umidade, 
porcentagem de CO2 e oxigênio controlados.  Após as 24 horas, coletamos o sobrenadante e 




Figura 10. Ensaio de cultura de macrófagos peritoneais. Macrófagos elicitados após 
72 horas da inoculação de solução estéril de tioglicolato (4%) foram coletados de animais 
controle, diabéticos e diabéticos suplementados com óleo rico em EPA. Os macrófagos obtidos 
da cavidade peritoneal foram incubados por 1 hora. Em seguida, o meio foi trocado e as células 
foram estimuladas com LPS (1 μg/mL) e mantidas em estufa por 24 horas então coletamos o 
sobrenadante e analisamos a produção de citocinas por ELISA. 
 
4.2.13. PCR quantitativo em tempo real 
Aproximadamente 30 mg de tecido cicatricial foi armazenado em reagente de 
estabilização de RNA, o RNAlater da Qiagen® (Hilden, Alemanha) de acordo com as 
instruções do fabricante (100 µL/10 mg de tecido). Então o tecido foi homogeneizado em 500 
µL de QIAzol da Qiagen®  e o RNA total foi obtido usando o Kit RNAeasy da Qiagen® (Hilden, 
Alemanha) conforme descrito pelo fabricante. O cDNA foi sintetizado utilizando 2 μg de RNA 
e reagentes do Kit de transcrição reversa de cDNA de alta capacidade da Applied Biosystems® 
(Foster City, Califórnia, EUA) em volume final de 10 μL.  
A integridade do RNA foi avaliada por Gel de Agarose (Figura 11). 
                                          
Figura 11. Gel de agarose para avaliar integridade do RNA. 
 
O PCR em tempo real foi realizado utilizando-se o Kit PCR QuantiNova SYBR® Green 
(Quiagen®, Hilden, Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante. A sequência dos 
Primers utilizados é apresentada na Tabela 2. 
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Tabela 2. Primers utilizados para o PCR quantitativo em tempo real. Iniciadores 5’ 
e 3’ dos primers para colágeno 1A1, colágeno 1A2, colágeno 1A3 e dos controles endógenos 
β2M e UBC. 
Primers Sequências 
COL1A1 
5’ CGTCTGGTTTGGAGAGAGCAT ’3 
3’ GGTCAGCTGGATAGCGACATC ’5 
COL1A2 




3’ TCAGGACCCCCAATGTCATAG ’5 
Β2M 5’ CCCCACTGAGACTGATACATACG ’3 
3’CGATCCCAGTAGACGGTCTTG’5 
UBC 5’ ACAGACGTACCTTCCTCACCA ’3 






















5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média ou desvio padrão 
da média (indicados na legenda das figuras e tabelas). Comparações entre os grupos foram 
realizadas pelo One-way ANOVA ou Two-Way e o pós-teste Bonferroni. Para a realização das 
análises estatísticas, foi utilizado o programa Prisma 8.0® (GraphPad Software, Inc., San 
Diego, EUA). As diferenças foram consideradas significantes para p < 0.05. Os símbolos são: 































6.1. Suplementação com óleo rico em EPA não alterou a glicemia, ingestão de 
ração, água e o peso dos animais diabéticos 
Os animais dos grupos diabético (D) e diabético tratado com óleo rico em EPA (ED) 
apresentaram glicemia, consumo de ração e água maiores que os animais do grupo controle (C). 
Entretanto, não houve diferença no peso dos animais (Figura 12). 
 
Figura 12. Glicemia (mg/dL), consumo de ração (g), água (mL) e peso corporal (g) 
de animais controle (C, linha preta); diabéticos (D, linha azul); diabéticos suplementados 
com óleo rico em EPA (ED, linha vermelha). A glicemia inicial corresponde à glicemia 
aferida 10 dias após a indução do diabetes com STZ. A glicemia 0 hora (0h) corresponde à 
glicemia no momento da indução da ferida. As demais glicemias foram aferidas nos dias das 
fotos das feridas, ou seja, 1, 3, 7 e 10 dias após a indução da ferida. A ração e a água foram 
medidas 3 vezes na semana, sendo que no gráfico é apresentado uma média semanal durante as 
4 semanas de suplementação. O peso foi medido semanalmente e no gráfico temos a média do 
peso dos grupos durante as 4 semanas de suplementação (n: 4-8 C, 4-7 D, 5-9 ED). Valores são 
expressos como média ± erro padrão da média, sendo considerados significativos valores de p 



















































































Glicemia Consumo de ração
Consumo de água Peso corporal
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6.2. Suplementação com óleo rico em EPA reduz a incorporação de ácidos 
graxos ômega-6 e aumenta ômega-3 na pele 
Animais diabéticos apresentaram aumento de ácido graxo linoleico (LA, 18:2 ω-6) e 
redução do ácido graxo eicosatetraenóico (ETA, 20:4 ω-3) em comparação aos controles. 
Porém, os animais diabéticos suplementados com óleo rico em EPA apresentaram redução de 
LA e aumento do ETA em comparação aos diabéticos. Além disso, a suplementação com óleo 
rico em EPA aumentou a incorporação do ácido graxo docosahexaenóico (DHA 22:6 ω-3) na 
pele, em relação aos grupos C e D (Figura 13A). 
 
Figura 13. Composição em ácidos graxos da pele sem lesão de animais controle (C, 
barra branca); diabéticos (D, barra cinza); diabéticos suplementados com óleo rico em 
EPA (ED, barra preta). (A) Porcentagem de ômega-6 e ômega-3. Ômega 6: ácido graxo 
linoleico (18:2); γ-linolênico (18:3); eicosadienóico (20:2); di-homo-gamma-linolênico (20:3); 
araquidônico (20:4). Ômega-3: ácido graxo α linolênico (18:3); eicosatetraenóico (20:4); 
eicosapentaenoico (20:5); docosapentaenóico (22:5) e docosahexaenóico (22:6). (B) Índice de 
atividade das enzimas delta-6 e delta-5 dessaturases e razão entre ômega-6 e 3 (n: 7 C, 7 D, 8-
9 ED). Valores são expressos como média ± desvio padrão da média, sendo considerados 
significativos valores de p < 0.05, (*) C versus D; (#) C versus ED; (&) D versus ED por One-
Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
Ao calcularmos a razão ω-6/ω-3, os animais ED apresentaram redução da razão em 
relação ao D (Figura 13B). O cálculo do índice de atividade das dessaturases delta-5 e delta-6 
revelou que os diabéticos apresentam redução da atividade dessas enzimas, em relação ao 
39 
 
controle, enquanto os animais diabéticos suplementados com óleo rico em EPA aumentam a 
atividade dessas enzimas quando comparados aos diabéticos (Figura 13B). 
Esses resultados, em conjunto, demonstram que a suplementação com óleo rico em EPA 
reverteu os efeitos do diabetes na composição de ácidos graxos da pele. 
 
6.3. Óleo rico em EPA prejudica o processo de cicatrização em camundongos 
diabéticos 
Os animais diabéticos apresentaram atraso no fechamento da ferida 3 e 7 dias após a 
lesão tecidual, quando comparados aos animais controle (Figura 14A).  
No 3°, 7° e 10° dia após a indução das feridas, o grupo ED apresentou percentual da 
área da ferida maior do que os animais C. Por outro lado, o grupo ED atrasou o fechamento da 
ferida no 10°  dia em comparação ao grupo D (Figura 14A-B). No 16° dia após a indução da 
ferida, todos os animais tinham fechado a ferida, macroscopicamente (Figura 14A-B). 
Desta forma, a suplementação de óleo rico em EPA atrasou o processo de cicatrização 
até o 10° dia nos animais diabéticos. 
 
Figura 14. Fechamento macroscópico da ferida e fotos representativas. (A) 
Percentual da área de ferida em relação ao 0 hora (%) e fotos representativas nos tempos 1, 3, 
7, 10 e 16 dias (n: 4-8 C, 10 D, 6-11 ED). (B) Fotos representativas. Valores são expressos 
como média ± erro padrão da média, sendo considerados significativos valores de p < 0.05, (*) 






6.4. Diabetes e suplementação com óleo rico em EPA alterou o perfil de células 
imunes e citocinas na pele sem lesão 
Na pele sem lesão, não observamos diferença nos marcadores de neutrófilos (Figura 
15) e nas concentrações das citocinas TNF-α, IL-6, IL-10, VEGF e CXCL1 (Figura 16) entre 
os grupos. Entretanto, houve aumento de IL-1β e aumento da porcentagem de células duplo 
marcadas para macrófagos (CD45+F4/80+) e redução na razão neutrófilos/macrófagos nos 
animais dos grupos D e ED em comparação ao grupo C (Figura 15 e 16).  
A caracterização dos macrófagos, na pele sem lesão, mostrou que os animais diabéticos 
(D) apresentam aumento de macrófagos CD11c+ e CD206+ em comparação aos controles 
(Figura 15).  
 
Figura 15. Imunofenotipagem celular na pele sem lesão (0 h) dos animais controle 
(C, barra branca); diabéticos (D, cinza claro); diabéticos suplementados com óleo rico em 
EPA (ED, barra preta).  Porcentagem de células positivas para neutrófilos (CD45+Ly6G+) e 
macrófagos (CD45+F4/80+), razão de neutrófilos para macrófagos, macrófagos CD11c+ 
(CD45+F4/80+CD11c+),  CD206+ (CD45+F4/80+CD206+) e razão CD11c para CD206 positivos 
quantificados por citometria de fluxo (n: 4-5 C, 4-5 D, 4-5 ED). Valores são expressos como 
média ± desvio padrão da média, sendo considerados significativos valores de p < 0.05, (*) C 








































































































































Entretanto, observamos redução nas concentrações teciduais de CXCL2 nos animais D 
e ED quando comparados aos controles (Figura 16). 
 
Figura 16. Concentração de citocinas na pele sem lesão (0 h) dos animais controle 
(C, barra branca); diabéticos (D, cinza claro); diabéticos suplementados com óleo rico em 
EPA (ED, barra preta).  Concentrações de interleucina 1-β (IL- β), fator de necrose tumoral-
α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), citocina quimioatraente de 
queratinócitos (CXCL1) e quimiocina ligante-2 (CXCL2); fator de crescimento vascular 
endotelial (VEGF) (n: 4-5 C, 4-5 D, 4-5 ED). Valores são expressos como média ± desvio 
padrão da média, sendo considerados significativos valores de p < 0.05, (*) C versus D; (#) C 
versus ED; (&) D versus ED por One-Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
 
Em conjunto, estes dados indicam que o diabetes per se apesar de aumentar o número 
de macrófagos, na pele sem lesão, reduz a ativação dessas células. Para melhor entender essa 
contradição, realizamos ensaios ex vivo de cultura de macrófagos isolados do peritônio de 
animais controle, diabéticos e diabéticos suplementados com óleo rico em EPA. Como pode 
ser observado na Figura 17, os macrófagos peritoneais, isolados de animais diabéticos (grupos 
D e ED), apresentaram redução nas concentrações de IL-1β e TNF-α, após serem elicitados 





































































































































































diferenças estatísticas nas concentrações de IL-6 e IL-10 no sobrenadante da cultura de 
macrófagos. 
 
Figura 17.  Concentrações de citocinas no sobrenadante de macrófagos isolados de 
camundongos 3 dias após a inoculação de tioglicolato, e estimulados com LPS (1 μg/mL) 
em cultura por 24 horas. Interleucina 1-β (IL-1 β); fator de necrose tumoral-α (TNF-α); 
interleucina-6 (IL-6); interleucina-10 (IL-10). Macrófagos isolados de animais controle (C), 
diabéticos (D) e animais diabéticos tratados com EPA (ED) (n: 4-6 C, 4-6 D, 4-5 ED). Valores 
são expressos como média ± desvio padrão da média, sendo considerados significativos valores 
de p < 0.05, (*) C versus D; (#) C versus ED; (&) D versus ED por Two-Way e pós-teste de 
Bonferroni. 
 
Estes resultados sugerem que os macrófagos isolados de animais diabéticos são menos 













































































6.5. Óleo rico em EPA altera fase inflamatória do processo de cicatrização em 
camundongos diabéticos 
Observamos que 1 dia após a lesão tecidual, não há diferença nos percentuais de 
neutrófilos e macrófagos entre os grupos (Figura 18). Entretanto, no 3° dia após a lesão 
tecidual, os animais do grupo ED apresentam redução de neutrófilos em comparação aos 
animais do grupo D (Figura 18). 
 
Figura 18. Imunofenotipagem celular na fase inflamatória (1 e 3 dias após a lesão) 
nos grupos controle (C), diabéticos (D) e diabéticos suplementados com óleo rico em EPA 
(ED). Porcentagem de células positivas para neutrófilos (CD45+Ly6G+) e macrófagos 
(CD45+F4/80+) quantificados por citometria de fluxo (n: 4 C, 4 D, 4-5 ED).  Valores são 
expressos como média ± desvio padrão da média, sendo considerados significativos valores de 
p < 0.05, (*) C versus D; (#) C versus ED; (&) D versus ED por One-Way ANOVA e pós-teste 
de Bonferroni. 
 
Os animais diabéticos apresentaram redução nas concentrações de TNF-α e IL-6 em 
comparação aos animais controle, 1 dia após a lesão. Já, o grupo suplementado apresentou 
aumento de IL-6 e IL-10 em comparação aos animais diabéticos (Figura 19). No 3° dia, além 
da redução de neutrófilos, os animais ED reduziram as concentrações de IL-1β em comparação 





















































Figura 19. Concentração de citocinas na pele coletada na fase inflamatória (1 e 3 
dias após a lesão) nos grupos controle (C), diabéticos (D) e diabéticos suplementados com 
óleo rico em EPA (ED). Concentrações teciduais de interleucina 1-β (IL- β), fator de necrose 
tumoral-α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), fator de crescimento vascular 
endotelial (VEGF), citocina quimioatraente de queratinócitos (CXCL1) e quimiocina ligante-2 
(CXCL2) (n: 4-6 C, 4-8 D, 4-9 ED). Valores são expressos como média ± desvio padrão da 
média, sendo considerados significativos valores de p < 0.05, (*) C versus D; (#) C versus ED; 
(&) D versus ED por One-Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
 
Assim, na fase inflamatória (1 e 3 dias), os animais diabéticos (grupos D e ED) 
apresentaram redução da inflamação em comparação aos animais controle.  
Na Figura 20, é possível observar que há diferença no tecido de granulação presente no 
3° dia após a lesão tecidual, entre os grupos. Nos animais do grupo C observamos o tecido de 
granulação mais profundo com migração de células inflamatórias. Entretanto, nos grupos D e 
ED há um tecido de granulação escasso o que pode indicar redução da infiltração de células 




















































































































































































Figura 20. Coloração de cortes histológicos após 3 dias da lesão tecidual. Para 
avaliação das características microscópicas do tecido cicatricial, amostras foram coletadas e 
processadas com hematoxilina e eosina (n: 3-5 C, 5-6 D, 3-5 ED). As fotos foram tiradas nos 
aumentos com as objetivas de 4 x (escala de 200 µm), e 20 x (escala de 50 µm). Legenda: G = 
Tecido de granulação; M = Camada muscular. 
 
6.6. Suplementação com óleo rico em EPA aumenta IL-10 na fase proliferativa 
do processo de cicatrização 
Na fase proliferativa, observamos aumento de neutrófilos e redução de macrófagos nos 
animais diabéticos e diabéticos suplementados com óleo rico em EPA em comparação aos 
animais controle. Ainda nesta fase, nos animais ED houve aumento da razão 
neutrófilos/macrófagos em relação aos animais C e D (Figura 21A). Também foi observada 
redução de macrófagos CD206+ no grupo ED em comparação ao C (Figura 21A). 
Ao avaliarmos a granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) das células CD45+Ly6G+ 
observarmos que nos animais diabéticos e diabéticos suplementados com EPA ocorre a redução 





           
           
Figura 21. Imunofenotipagem celular na pele coletada na fase proliferativa (7 dias 
após a lesão) nos grupos controle (C), diabéticos (D) e diabéticos suplementados com óleo 
rico em EPA (ED). (A) Porcentagem de células positivas para neutrófilos (CD45+Ly6G+), 
macrófagos (CD45+F4/80+), razão de neutrófilos para macrófagos, macrófagos CD11c+ 
(CD45+F4/80+CD11c+),  CD206+ (CD45+F4/80+CD206+) e razão CD11c para CD206 positivos 
quantificados por citometria de fluxo. (B) Neutrófilos SSChigh (N1) e SSClow (N2) (n: 4 C, 4 D, 
5 ED). Valores são expressos como média ± desvio padrão da média, sendo considerados 
significativos valores de p < 0.05, (*) C versus D; (#) C versus ED; (&) D versus ED por One-










































































































































Ainda neste período, fase proliferativa, os animais diabéticos apresentaram aumento nas 
concentrações de CXCL2 (7 dias), IL-1β, IL-6 e CXCL1(10 dias) em comparação ao controle 
(Figura 22). Os animais ED apresentaram aumento de IL-10 em comparação aos controle (7 e 
10 dias) e aos diabéticos (7 dias) (Figura 22). 
 
 
Figura 22. Concentração de citocinas na pele coletada na fase proliferativa (7 e 10 
dias após a lesão) nos grupos controle (C), diabéticos (D) e diabéticos suplementados com 
óleo rico em EPA (ED). Concentrações teciduais de interleucina 1-β (IL- β), fator de necrose 
tumoral-α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), fator de crescimento vascular 
endotelial (VEGF), citocina quimioatraente de queratinócitos (CXCL1) e quimiocina ligante-2 
(CXCL2) (n: 6-9 C, 4-8 D, 5-9 ED). Valores são expressos como média ± desvio padrão da 
média, sendo considerados significativos valores de p < 0.05, (*) C versus D; (#) C versus ED; 
(&) D versus ED por One-Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
 
No 7° dia após a lesão tecidual, a análise da coloração histológica de hematoxilina e 
eosina mostrou que os animais diabéticos apresentaram aumento da infiltração de células 
inflamatórias e edema na camada muscular, em comparação com o controle, enquanto os 
















































































































































































Figura 23. Coloração de cortes histológicos após 7 dias da lesão tecidual. Para 
avaliação das características microscópicas do tecido cicatricial, amostras foram coletadas e 
processadas com hematoxilina e eosina (n: 3-5 C, 5-6 D, 3-5 ED). As fotos foram tiradas nos 
aumentos com as objetivas de 4 x (escala de 200 µm), e 20 x (escala de 50 µm). Legenda: G = 
Tecido de granulação; M = Camada muscular. 
 
Esses resultados sugerem que a resposta inflamatória estava aumentada no grupo D em 
relação ao grupo C, na fase proliferativa da cicatrização. Já a suplementação com óleo rico em 
EPA parecer diminuir esse quadro inflamatório, com o aumento nas concentrações de IL-10. 
 
6.7. Suplementação com óleo rico em EPA prejudica a organização de colágeno e a 
resistência à tração mecânica do tecido formado após lesão 
A polarização das fibras de colágenos por Sirius Red na ferida coletada 10 dias após a 
lesão tecidual mostrou que os animais C apresentam fibras espessas e em organização reticular. 
Os diabéticos, por sua vez, apresentam fibras finas e paralelas (organização atrasada em relação 
aos controle). Já os animais do grupo ED apresentaram um atraso na formação do colágeno 




Figura 24. Coloração de cortes histológicos após 10 dias da lesão tecidual. Para 
avaliação das características microscópicas do tecido cicatricial, amostras foram coletadas e 
processadas com Sirius Red (n: 3-5 C, 5-6 D, 3-5 ED). As fotos foram tiradas nos aumentos 
com as objetivas de 10 x (escala de 100 µm) ou 20 x (escala de 50 µm).  
 
Então, foram realizados ensaios de tração mecânica na ferida coletada após 10 dias da 
lesão tecidual. A partir dos resultados do ensaio de tração, observa-se que os CPs que 
constituem as bordas dos animais diabéticos e diabéticos suplementados com EPA é cerca de 
35(±2) % menos resistentes à tração (LRT) que os animais controles. Porém, não se observa 
uma diferença significativa entre os valores de LRT para os animais Diabéticos e diabéticos 
suplementados, conforme mostrado na Tabela 3. Ainda se observa que os valores de 
alongamento específico () para todas os CPs relacionados às bordas de todas os animais 
examinados foram entre valores de 20 e 25%, o que representa um empate técnico no que diz 
respeito a “elasticidade” desses CPs examinados. Valores podem ser observados na Tabela 3 e 
nas Figuras 25A e 25B.  
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Em relação à ferida, os animais diabéticos apresentaram resistência à tração 35% menor 
que os animais controles (0,31 contra 0,42 MPa, respectivamente). Por outro lado, os animais 
diabéticos suplementados com EPA apresentaram os valores de LRT relacionado à ferida, na 
ordem de 2x menor do que aqueles obtidos para o grupo controle, conforme também 
apresentado na Tabela 3. Em comparação ao grupo diabético, os suplementados com EPA 
apresentaram redução (para os CP relativos à ferida) na ordem de 55% nos valores de LRT, 
conforme mostrado na Tabela 3. 
 
Tabela 3. Valores de limite de resistência à tração (LRT) e deformação da região 
da borda e da ferida.   
Grupo LTR (MPa)    (  ) 
C (Bordas) 2.0 (± 0.5) 22 (±2) 
C (Feridas)  0.42 (±0.04) 11 (±1) 
D (Bordas) 1.2 (±0.3) 24.5 (±0.5) 
D (Feridas) 0.31 (±0.1) 8 (±2) 
ED (Bordas) 1.23 (±0.2) 21 (±1) 
ED (Feridas) 0.2 (±0.08) 10 (±3) 
Tecidos cicatriciais coletados de animais controle (C), diabéticos (D) e animais 
diabéticos suplementados com EPA (ED) 10 dias após a indução da ferida (n: 2 C, 2 D, 2 ED, 
em 2 experimentos independentes). Valores são apresentados como média ± desvio padrão da 
média (DP). 
 
Nas Figuras 25A e 25B são apresentadas as curvas típicas do ensaio de tração realizados 
nas bordas e na ferida dos animais examinados, respectivamente. É possível observar que o 
diabético e o diabético suplementado com EPA apresentaram uma redução da resistência à 
tração das bordas em comparação aos controles (Figura 25A), conforme relatado anteriormente 
e mostrado na Tabela 3 A menor resistência da ferida foi observada no grupo diabético 
suplementado com EPA (Figura 25B). Ainda, a partir das curvas de tensão vs. deformação 
mostradas na Figura 25, observa-se um outro parâmetro conhecido como módulo de 
elasticidade (E) ou módulo de Young (determinado pela tangente da tensão pelo alongamento, 
i.e. /) que evidencia que as bordas do animal controle tem E = 0,14 MPa contra metade 
daqueles do grupo diabético e suplementado (i.e. E = 0,07 MPa). Isso evidencia que existe uma 
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maior (~2x) deformação () para uma mesma tensão () favorecendo aqueles diabéticos e 
suplementados que os CPs relacionados aos animais controle. 
         
Figura 25. Curvas típicas de tensão e alongamento específico das bordas e da ferida 
de animais controle (C, linha preta); diabéticos (D, linha azul); diabéticos suplementados 
com óleo rico em EPA (ED, linha vermelha) 10 dias após a indução da ferida.  (A) Ensaio 
das bordas. (B) Ensaio das feridas (n: 2 C, 2 D, 2 ED, em 2 experimentos independentes). 
 
Com esses resultados mecânicos, especula-se que a “elasticidade” (o que pode ser 
entendida aqui como a quantidade de deformação total), dos animais examinados pode estar 
mais intimamente relacionada aos compostos de elastina e fibroblastos que propriamente dito 
as fibras e quantidade de colágeno. Por outro lado, pode-se ainda especular que a resistência 
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mecânica, ou melhor, o limite de resistência à tração está intimamente relacionado ao conjunto 
de elementos que constituem a pele. Isso porquê a quantidade de fibras de colágeno entre os 
animais controle, diabéticos e diabéticos suplementados apresenta considerável diferença, 
conforme observa-se nos resultados de Sirus red apresentados na Figura 24. 
Assim, o óleo rico em EPA prejudicou o processo de cicatrização de ferida em animais 
diabéticos.  
Com base nos resultados apresentados até o momento, decidimos investigar os efeitos 
da suplementação oral com óleo rico em EPA na pele sem lesão, nas fases inflamatória (1 e 3 
dias) e na fase proliferativa (7 e 10 dias) do processo de cicatrização, em animais diabéticos. 
 
6.8. Suplementação com óleo rico em EPA alterou o balanço entre MMP9 e 
TIMP1, assim como entre os colágenos 
Os animais diabéticos apresentaram aumento das concentrações de MMP9 e da razão 
MMP9/TIMP1 em comparação os animais controle, 7 dias após a indução da ferida (Figura 
26A). Os animais do grupo ED apresentaram aumento da razão de MMP9/TIMP-1 em 
comparação aos controles, 3 dias após a indução da ferida (Figura 26A). 
 
Figura 26. Concentração de MMP9, TIMP1, MMP9/TIMP1 e expressão gênica de 
colágenos nos grupos Controle, Diabéticos e Diabéticos suplementados com EPA. (A) 
MMP9, TIMP1 e razão MMP9/TIMP1 após 3, 7 e 10 dias da indução da ferida. (B) Expressão 
gênica de colágenos após 7 e 10 dias da indução da ferida (n: 6 C, 6 D, 6 ED). Valores são 
expressos como média ± desvio padrão da média, sendo considerados significativos valores de 




Os animais diabéticos suplementados com óleo rico em EPA apresentaram redução na 
expressão gênica de COL1A1 em comparação aos controles e aos diabéticos. Houve redução 



































A incidência de Diabetes Mellitus tem crescido no mundo inteiro, sendo a causa mais 
comum de amputação de membro inferior não traumático e 15-20% de todas as úlceras de pé 
acabarão por necessitar de amputação. Embora várias abordagens terapêuticas tenham sido 
desenvolvidas para a cicatrização de feridas diabéticas nos últimos anos, a úlcera diabética 
continua sendo um importante desafio clínico. Devido aos seus sintomas crônicos, novas 
estratégias de tratamento precisam ser desenvolvidas, devido à eficácia limitada das terapias 
atuais. 
No presente trabalho, os animais diabéticos (D) apresentaram o tecido de granulação 
pouco desenvolvido no 3° dia após a lesão; infiltrado inflamatório e edema no 7° dia após a 
lesão e organização de fibras de colágeno delgadas e paralelas após 10 dias da indução da ferida 
(Figura 16 e 17). Ou seja, animais diabéticos apresentaram atraso no processo de cicatrização 
em relação aos animais controles. Já os animais diabéticos suplementados com óleo rico em 
EPA (ED) apresentaram infiltrado inflamatório reduzido após 7 dias e atraso do fechamento da 
ferida no 10° dia após a lesão. Além disso, apresentaram fibras de colágeno escassas e pouco 
organizadas em comparação aos animais diabéticos no 10° dia após a indução da ferida (Figura 
16 e 17). 
O ensaio de tração revelou que a ferida dos animais diabéticos suplementados com óleo 
rico em EPA apresenta uma resistência à tensão mecânica menor do que os animais controles e 
os animais diabéticos (Figura 18), sugerindo assim o efeito prejudicial do EPA sobre o 
processo de cicatrização em animais diabéticos. 
Em feridas diabéticas ainda não foi esclarecido se o prejuízo no processo de cicatrização 
é decorrente de uma resposta inflamatória exacerbada 54, o que poderia levar a destruição do 
tecido circunvizinho, ou, se a demora em cicatrizar advém da inibição da resposta inflamatória 
impedindo, assim, a migração de neutrófilos e macrófagos, com concomitante prejuízo na 
fagocitose de microrganismos e redução na produção de fatores de crescimento que induzem a 
formação do novo tecido 29. Portanto, pesquisas direcionadas a desvendar este impasse são de 
extrema importância, assim como os efeitos dos imunonutrientes neste processo. 
Os efeitos observados na cicatrização de feridas podem se dar através de diversos 
mecanismos de ação dos ácidos graxos ômega-3 como: alteração da composição dos 
fosfolipídios de membrana, e consequente modificação da fluidez; alteração da sinalização 
celular; produção de mediadores lipídicos, EROs e produção de citocinas 55. Tais mecanismos 
podem influenciar desde a pele em seu estado basal (sem dano) até qualquer etapa do processo 
de cicatrização, da inflamação ao remodelamento. 
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A composição lipídica das membranas celulares altera a resposta imunológica, sendo 
assim, um fator chave para a inflamação cutânea 56. Dados da literatura mostram que dieta 
enriquecida com óleo de peixe aumenta a quantidade de EPA e DHA na pele e no soro de 
camundongo C57BL/6 após 2 semanas, atingindo um platô após 4 semanas do início da dieta 
57. Nosso grupo demonstrou que a suplementação com óleo rico em EPA, por 4 semanas, 
reduziu em torno de 46% e 49% da razão ômega-6/ômega-3 no soro e na pele, respectivamente, 
devido ao aumento na incorporação de ácidos graxos ômega-3 42.  
O diabetes do tipo 1 atrasa a biossíntese de ácidos graxos, devido a diminuição na 
expressão gênica e na atividade das dessaturases delta (Δ)5 e Δ6 52. De acordo com a via de 
metabolização dos ácidos graxos (Figura 5), isso pode explicar o aumento de ácido linoleico 
(ω-6) e redução de ácido eicosatetraenoico (ω-3) nos animais diabéticos em comparação com 
os controles. Por outro lado, a suplementação dos animais com óleo rico em EPA reestabeleceu 
essas alterações induzidas pelo diabetes. Esse resultado sugere que a suplementação pode ter 
normalizado as atividades das enzimas dessaturases delta (Δ)5 e Δ6 (Figura 14A-B).  
A homeostase da pele é garantida pela interação entre queratinócitos, fibroblastos, 
matriz extracelular (MEC) e células imunes que incluem neutrófilos, macrófagos, mastócitos, 
células dendríticas e linfócitos T 7,58. 
A hiperglicemia, presente no diabetes induz disfunções em queratinócitos e células 
imunes em pele não lesionada de camundongos com diabetes do tipo 1 59,60. Dessa forma, se 
faz importante avaliar possíveis efeitos da hiperglicemia na pele sem lesão dos animais 
diabéticos e diabéticos suplementados com óleo rico em EPA.  
Nossos resultados demonstram a resposta inflamatória, na pele sem lesão, está 
prejudicada nos animais diabéticos (Figuras 19 e 20) e isso parece decorrer da menor 
responsividade dos macrófagos após desafio com LPS (Figura 21). Dados da literatura 
corroboram estes achados, pois mostram que o diabetes é associado com a piora da capacidade 
fagocítica dos macrófagos, o que aumenta a quantidade de células apoptóticas em feridas 
cutâneas. Esse fato tem sido  associado com o comprometimento da eferocitose, ou seja, a 
remoção de neutrófilos apoptóticos,  pelos macrófagos no local da lesão 61,62. Análises 
funcionais de macrófagos esplênicos e derivados do exsudato periodontal de camundongos 
submetidos à 16 dias de diabetes experimental, induzido por STZ, mostraram redução da 
imunogenicidade e capacidade fagocítica in vivo e in vitro, indicando uma disfunção dos 
macrófagos provenientes de diabéticos o que pode levar a susceptibilidade à infecções e 
complicações 63. Macrófagos isolados do peritônio de camundongos submetidos ao diabetes 
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por 4 meses apresentaram menor produção de TNF-α e IL-6 em comparação aos controle após 
estímulo com IFN-γ e LPS 64. 
Devido à robusta reatividade aos patógenos, os neutrófilos são escassos na pele, sendo  
produzidos e armazenados na medula óssea, enquanto os macrófagos residentes da pele são 
menos imunorreativos e portanto são sentinelas importantes para que, quando houver uma lesão 
tecidual, ativem-se produzindo quimioatraentes como CXCL1 e CXCL2 que irão causar o 
aumento do influxo de neutrófilos 60,65.  
As quimiocinas são produzidas principalmente por macrófagos, queratinócitos e 
fibroblastos e são mediadores críticos para o recrutamento de leucócitos ao local da ferida. As 
principais quimiocinas são CXCL1 e CXCL2 que recrutam neutrófilos em resposta ao estímulo 
inflamatório 66. Em camundongos GM-CSF KO, o fechamento tardio da ferida foi atribuído à 
redução de CXCL2, que levou à diminuição da migração de neutrófilos e prejudicou a 
angiogênese 68. Assim, CXCL2 pode exercer sua atividade reguladora, na cicatrização de 
feridas, atuando diretamente na reepitelização e na neo-angiogênese, ou através de suas 
propriedades quimioatrativas neutrofílicas.  
Em trabalho anterior, mostramos que a suplementação com óleo rico em EPA não altera 
a imunofenotipagem celular, assim como a concentração de citocinas na pele de animais 
saudáveis em comparação aos controles 42. No presente trabalho também não observamos 
diferenças entre os animais diabéticos e diabéticos suplementados com EPA na pele sem lesão. 
A fase inflamatória é essencial para a defesa contra os microrganismos e a limpeza de 
debris teciduais no local da lesão 69. Entretanto, a inflamação prolongada também é deletéria 
para a ativação e diferenciação de queratinócitos impedindo o progresso da cicatrização 69. 
Os animais diabéticos apresentaram redução de TNF-α e IL-6 (1 dia) em comparação 
ao grupo C (Figura 23) na fase inflamatória do processo de cicatrização.  
O aumento da expressão de IL-6 após a ferida é importante para a formação do tecido 
de granulação e proliferação de queratinócitos 70,71. No trabalho de Gallucci et al (2000) foi 
demonstrado que camundongos Knockout para IL-6 apresentaram atraso no processo de reparo 
tecidual, evidenciando a importância da desta citocina para a cicatrização de feridas 72.  
De maneira similar, o TNF-α é importante para induzir a produção de fator de 
crescimento de fibroblastos, que indiretamente promove a reepitelização 70,71. Assim, a redução 
de TNF-α e IL-6 nos animais diabéticos na fase inflamatória inicial pode explicar o tecido de 
granulação reduzido observado nestes animais (Figura 16A). 
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Nos animais diabéticos suplementados com EPA observamos redução de neutrófilos, 
redução de IL-1 β e aumento de IL-10 da fase inflamatória da cicatrização em comparação aos 
diabéticos (Figura 22 e 23).  
Os neutrófilos são células que formam a primeira linha de defesa contra infecções locais 
participando da inflamação inicial, fagocitando microrganismos e debris celulares. Os 
neutrófilos são uma fonte de citocinas pró-inflamatórias, as quais ativam fibroblastos, 
queratinócitos e induzem a migração de outras células imunes. Os neutrófilos também podem 
estar envolvidos no início da angiogênese 73. A redução na porcentagem de neutrófilos em 
camundongos deficientes de CXCR2 está associada à piora na cicatrização cutânea 74.  
A IL-10 aumentada, na fase inflamatória inicial, nos animais diabéticos suplementados 
com EPA pode estar associada com a redução dos neutrófilos no tecido cicatricial. Esta hipótese 
é sustentada por um estudo no qual a superexpressão de IL-10, na inflamação pulmonar 
induzida por Pseudomonas aeruginosa, aumentou a mortalidade dos camundongos, devido a 
redução do recrutamento de neutrófilos e da expressão de TNF-α, o que prejudicou a eliminação 
dos microorganismos 75. 
Além disso, o trabalho de Tull et al (2009) mostrou que o recrutamento de neutrófilos é 
reduzido pelo EPA, pois o seu metabólito PGD3 compete com o derivado do ácido araquidônico 
(AA) PGD2 pelo sítio de ligação ao receptor DP-1, e assim reduz a transmigração endotelial do 
neutrófilo 76. 
A transição da fase inflamatória para a proliferativa é importante para a continuidade do 
processo 69. As principais células envolvidas nesta transição são os macrófagos, uma vez que 
eles alteram o estado pró-inflamatório inicial do microambiente da ferida, para um estado anti-
inflamatório17.  
Os macrófagos promovem a dissolução da fibrina, fagocitam microrganismos e tecido 
morto. Além disso, secretam citocinas; recrutam células do sistema imune; interagem com 
células T; estimulam a angiogênese e promovem a formação de tecido de granulação16,77.  
Tais células possuem grande plasticidade fenotípica devido à variedade do tipo de 
ativação que estão expostas no microambiente. Assim, podem ser designados como macrófagos 
M1 (ativados classicamente) e M2 (ativados alternativamente). A ativação clássica depende de 
linfócitos CD4+, Th1, TNF-α, IFN-γ e LPS, adotando características pró-inflamatórias. Em 
contrapartida os macrófagos M2 são estimulados por IL-4 e IL-13, apresentando função 




O trabalho de Hu et al (2017) evidenciou a existência de diferentes subpopulações de 
macrófagos de acordo com a expressão gênica: M1, M2a, M2b, M2c e M2d 16, dessa forma há 
um amplo espectro de ativação de macrófagos durante o processo de cicatrização de feridas 
entre os fenótipos M1 e M2 16,17,80. 
Recentemente foi estabelecida a contribuição temporal dos macrófagos para a 
cicatrização de feridas. Para tanto, pesquisadores depletaram essas células durante a fase 
inflamatória inicial, a fase proliferativa e na fase de remodelamento 79. Estes experimentos 
mostraram que a depleção de macrófagos durante os primeiros 4 dias após a lesão prejudicou 
significativamente o reparo tecidual por reduzir a formação do tecido de granulação, 
vascularização, a diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos e consequentemente a 
contração da ferida 79. A depleção de macrófagos, entre o 4° e o 8° dia após a lesão tecidual, 
causou o retrocesso da cicatrização da ferida devido apoptose de células endoteliais e 
desestabilização das estruturas vasculares no tecido de granulação. Além disso, o número de 
neutrófilos aumentou no tecido de granulação após depleção de macrófagos nos dias 7 e 10 dias 
após a lesão tecidual 79. Já a depleção durante o estágio de remodelamento (9° ao 13° dia após 
a lesão) não causou alterações morfológicas significativas indicando redução da importância 
dos macrófagos durante a fase de remodelamento do processo de cicatrização 79. 
Em outro estudo foi demonstrado que a injeção de monócitos/macrófagos autólogos 
ativados no leito da ferida promoveu a cicatrização em ratos diabéticos 81. O aumento do 
número de macrófagos ou monócitos no local da ferida, acima dos níveis fisiológicos, durante 
os estágios iniciais da cicatrização, pode acelerar o reparo tecidual em camundongos controles 
e diabéticos 16. Por outro lado, Jetten e colegas mostraram que a inoculação de macrófagos M2 
em feridas não melhorou a resolução da cicatrização tanto em animais controle como em 
diabéticos 82. Ambos os estudos administraram células por injeção no leito da ferida 81 ou 
intradérmica ao redor da ferida nos dias 1 e 3 após o ferimento 82.  
A razão de neutrófilos/macrófagos aumentada no grupo diabético suplementado com 
óleo rico em EPA (Figura 24A) mostra que esses animais apresentam redução da quantidade 
de macrófagos em relação aos neutrófilos. Durante a transição da fase inflamatória para a fase 
proliferativa, a adequada remoção de neutrófilos apoptóticos por macrófagos é pré-requisito 
para a resolução da inflamação e restauração das funções da pele 13,61. Em tratamentos clínicos 
de feridas crônicas, o debridamento é uma prática comum cujo objetivo é remover tecido morto, 
danificado ou infectado melhorando o processo de cicatrização 61. 
A migração de neutrófilos regula a produção de quimioatraentes para 
monócitos/macrófagos, assim como são capazes de alterar a permeabilidade vascular por 
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induzir mudanças na estrutura do citoesqueleto das células endoteliais, promovendo a 
transmigração dos monócitos 65. A depleção de neutrófilos em camundongos causou a redução 
da infiltração de monócitos e a reconstituição da quantidade de neutrófilos restaurou o 
recrutamento de neutrófilos65.  
Assim, os neutrófilos são essenciais para o recrutamento de macrófagos, portanto a 
redução de neutrófilos no grupo ED na fase inflamatória (3 dias) (Figura 22) pode explicar a 
redução da presença de macrófagos nesse grupo, na fase proliferativa (7 dias). 
O trabalho de Kanai et al (2010) mostrou que a suplementação de ratos Sprague-Dawley 
por 2 semanas com EPA (1g/Kg/dia) atenuou a calcificação arterial da camada média induzida 
por varfarina 83. Um dos mecanismos propostos foi que o EPA inibiu a proteína de 
quimioatração de monócitos (MCP-1) responsável pela indução do recrutamento de monócitos, 
dessa forma reduzindo a infiltração de macrófagos na artéria 83. 
Na última década, a heterogeneidade de neutrófilos tem sido definida em vários níveis 
de acordo com a aparência nuclear/segmentação; densidade e o perfil de expressão de 
receptores de superfície 84. Similar ao conceito de macrófago M1 e M2, há diferentes 
subpopulações de neutrófilos, dentre os quais, o fenótipo pró-inflamatório, N1 e anti-
inflamatórios. N2 84. 
A análise das características de tamanho e granulosidade dos neutrófilos mostrou que 
nos animais diabéticos e diabéticos suplementados com EPA predominam células menores e 
menos granulosos (Figura 24B), evidenciando que a redução de macrófagos nesses animais 
pode ser responsável pelo prejuízo do clearance de neutrófilos apoptóticos. Porém, 
experimentos mais robustos são necessários para a melhor caracterização dos neutrófilos 
apoptóticos.  
A fagocitose de neutrófilos apoptóticos é um dos fatores que promovem a diferenciação 
dos macrófagos do tipo M1 para M265, assim o aumento tardio de neutrófilos nos animais D e 
ED pode explicar a redução de M2 nos animais diabéticos suplementados com EPA. 
Na fase proliferativa (7 a 10 dias) do reparo tecidual os fibroblastos migram 
principalmente da derme para a ferida em resposta a citocinas e fatores de crescimento como 
PDGF, TGF-β, FGF produzidos por plaquetas e macrófagos da ferida 69. Após migrarem, os 
fibroblastos se proliferam e produzem MMPs, depositam colágeno e outros componentes da 
MEC (proteoglicanos, ácido hialurônico e fibronectina) para a formação do tecido de 
granulação que é a base para a adesão, migração, crescimento e diferenciação durante o reparo 
tecidual 69. A metaloproteinase-9 (MMP-9) é um tipo de colagenase IV que degrada colágeno, 
cuja expressão é regulada por fatores de crescimento e TIMPs 9,85. 
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Os animais diabéticos apresentaram aumento de MMP-9 e na relação MMP9/TIMP1 no 
7° dia em comparação aos animais controle. Além disso, os animais diabéticos suplementados 
com óleo rico em EPA apresentaram aumento da razão MMP9/TIMP1 no 3° dia após a lesão 
tecidual (Figura 26A).   
O trabalho de Liu et al (2007) mostrou que os níveis de MMP-9 e da razão MMP-9/ 
TIMP-1 foram menores em 23 pacientes que apresentam cicatrização completa e normal em 12 
semanas, ao contrário de outros 39 pacientes que apresentaram atraso da cicatrização 86. Assim, 
altos níveis de MMP-9 e da razão MMP-9/TIMP-1 são relacionados com a cicatrização 
deficiente de úlceras de pés diabéticos 86. 
Os animais diabéticos suplementados com EPA reduziram a expressão gênica de 
colágeno 1A1 em comparação aos animais controle e diabéticos. Além disso inibiram a 
expressão gênica de COL3A1 em comparação ao grupo controle (Figura 26B). 
Os principais constituintes da derme são o colágeno tipo 1 e a elastina: o colágeno 
fornece resistência mecânica a extensão, enquanto a elastina acomoda essa deformação 20. A 
maioria dos trabalhos sobre deformação mecânica da pele tem como foco o colágeno, porém 
há poucos estudos que relacionem a resistência mecânica e elasticidade da pele com a estrutura 
da derme 20. Como 60% da pele é colágeno, esta é a principal proteína responsável por suas 
propriedades mecânicas 20. 
Nos animais diabéticos suplementados com EPA, as maiores concentrações de IL-10 no 
tecido cicatricial da fase proliferativa da cicatrização (Figura 25) podem estar relacionadas com 
a piora da organização do colágeno observada nesses animais (Figura 17). 
Outros grupos já demonstraram os efeitos deletérios da IL-10 na cicatrização de feridas. 
Camundongos deficientes em IL-10 apresentaram melhora reparo tecidual quando comparados 
aos animais controle 87. Ao mesmo tempo, concentrações elevadas de IL-10 são relacionadas 
com a piora da cicatrização de feridas devido ao atraso da infiltração de células inflamatórias 
para o local da lesão 88.  
Estes efeitos podem estar relacionados com  a degradação de componentes da MEC. 
Estudos in vitro mostraram que a IL-10 reduz a expressão gênica de colágeno do tipo I e 
fibronectina em fibroblastos da pele de humanos, possivelmente por inibir a via de sinalização 
de TGF-β1 89. 
Há poucos estudos que investigam os efeitos dos ácidos graxos ômega-3 no colágeno. 
Ômega-3 são ligantes naturais do PPAR-γ 90–92 e um estudo in vitro mostrou que a perda de 
PPAR-γ em fibroblastos, derivados de embriões de camundongos, é associada com a regulação 
da síntese de colágeno 93. Assim, uma possibilidade é de que o EPA ative PPAR-γ que causa 
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um distúrbio na organização do colágeno. Esta hipótese corrobora com a observação que o 
tratamento de fibroblastos, in vitro, com DHA (0-100 μM) reduziu a expressão gênica de actina 
α de músculo liso, colágeno tipo III e a expressão de receptores de TGF-β1. Esses efeitos se 
mostraram relacionados com a via de sinalização do PPAR-γ 94. 
Assim, os resultados do presente trabalho indicam que, nos animais diabéticos, a 
suplementação com óleo rico em EPA prejudica o processo de cicatrização de feridas devido 
ao aumento de interleucina-10, a qual reduz a presença de colágeno do tipo 1 e 
consequentemente diminui a resistência do tecido a tensão.  
A Figura 27 resume os principais achados encontrados no presente trabalho. 
 
Figura 27. Efeitos do diabetes experimental e da suplementação com óleo rico em 
EPA em camundongos diabéticos. (A) Na fase inflamatória (1 e 3 dias), os animais diabéticos 
apresentam redução de IL-6 e TNF-α que pode estar relacionado com a redução do tecido de 
granulação. Já na fase proliferativa (7 e 10 dias) ocorre o aumento de IL-1β, IL-6, CXCL1, 
CXCL2, MMP9 e consequentemente aumento do infiltrado inflamatório, edema no tecido de 
granulação (G), o que demostra que o diabetes atrasou o início da fase inflamatória, 
consequentemente retardando todo o reparo tecidual. (B) A suplementação com óleo rico em 
EPA nos camundongos diabéticos aumentou IL-10 e reduziu IL-1β na fase inflamatória o que 
pode estar relacionado com a redução da migração de neutrófilos ao tecido cicatricial. Na fase 
proliferativa o óleo rico em EPA também aumentou IL-10 e a razão neutrófilos para macrófagos 
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o que indica uma redução da fagocitose de neutrófilos apoptóticos o que pode estar relacionado 
com o prejuízo ao prosseguimento do processo de cicatrização, à redução da expressão gênica 



































A suplementação de óleo rico em EPA prejudicou o processo de reparo da pele, em 
animais diabéticos. Na fase inflamatória inicial, a suplementação com óleo rico em EPA nos 
camundongos diabéticos aumentou IL-10 e reduziu IL-1β o que pode estar relacionado com a 
redução da migração de neutrófilos ao tecido cicatricial. 
Na fase proliferativa o óleo rico em EPA também aumentou IL-10 e a razão neutrófilos 
para macrófagos o que indica uma redução da fagocitose de neutrófilos apoptóticos o que pode 
estar relacionado com o prejuízo ao prosseguimento do processo de cicatrização, à redução da 
expressão gênica de colágeno 1A1 e consequentemente a geração de um tecido muito menos 
resistente e mais fácil de ser novamente rompido nos animais diabéticos suplementados com 
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